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概要 
慢性骨髄性白血病（CML）は t（9;22）転座由来の融合染色体である Philadelphia 染色体の
出現が主な原因となる造血器腫瘍である。この Philadelphia 染色体により恒常的なキナーゼ活
性を有する BCR/ABL チロシンキナーゼが高発現し、BCR/ABLチロシンキナーゼ下流に位置
する生存シグナル伝達を亢進させることで、異常増殖や抗アポトーシス機能などのがん形質を
獲得する。イマチニブメシレート（IM）を代表とするチロシンキナーゼ阻害薬（TKI）の登場は、
過去の治療法と比較して CML の治療成績を劇的に改善し、IM は現在でも第 1 選択薬として
汎用されている。しかしながら、近年、治療途中での副作用の発現や IM を含む TKI に対する
抵抗性の出現、高薬価による経済的負担などで TKI の服用が困難となるケースが問題視され
ている。そのため、TKIの低用量かつ効果的な治療戦略の提案が望まれている。 
IM 抵抗性の機序を解明するために、キナーゼドメイン中の遺伝子変異について多くの研究
がなされ、様々な点突然変異（Y253F/H: E255K/V: T315I など）が同定された。点突然変異に
よる IM抵抗性を打破するために、第 2・3世代の TKIが市場に登場し、さらに、BCR/ABLチロ
シンキナーゼに対するアロステリック阻害剤の開発も進められている。このように、キナーゼドメ
イン中の点遺伝子変異に対するアプローチは一定の成果を上げているが、点突然変異のみで
は IM抵抗性の 50％程度しか説明できない。さらに、第 2・3世代の TKIはキナーゼドメイン構
造変化に適応するよう設計された薬剤であるため、これらに分類される TKIの抵抗性の獲得に
は IMに対する抵抗性の獲得ほど点突然変異の寄与が高くないことが想定される。これらのこと
から、点突然変異のみならず、TKI の感受性に影響を与える細胞内応答や標的分子を同定す
ることがCML治療の改善に必要だと考えられる。BCR/ABL-TKIをベースとしたCML治療は、
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寛解までに長期間の継続的な服用が必須であり、その途中でCML細胞の TKI感受性が変動
することが予想される。そのため、新たな治療標的の探索には TKI を継続的に曝露した際の
CML 細胞内応答やシグナル伝達の変化に対する理解が不可欠である。近年、がん治療の新
たなターゲットとして、『がんエネルギー代謝』が注目を集めている。多くのがん細胞は正常細
胞と異なり、好気的条件でも adenosine triphosphate（ATP）供給を主に解糖系に依存する特有
のエネルギー代謝系を示し、CML 細胞もこれに例外ではない。この『がんエネルギー代謝』は、
ある種の抗がん剤や放射線による治療効果と関連することが示唆されている。故に、抗がん剤
曝露時における細胞内エネルギー代謝系の変動が、その抗がん剤の感受性に直接影響を与
える可能性が想定される。 
本研究では、まず、CML細胞に対して、継続的に IMを曝露することで TKIの感受性がどの
ように変動するかを評価した。細胞培養系において、CML 細胞に対し、IM を低濃度で継続的
に且つ長期間曝露することで、IM に抵抗性をもつ細胞を取得できることが過去に報告されて
いる。IM 抵抗性に伴って変動する細胞内応答を探索するために、我々も過去の報告と同様な
手法を用いて、IM抵抗性細胞の取得を試みた。IM曝露期間の延長と共に IMの感受性が低
下していくと予想していたが、その途中過程、特に IM継続曝露初期において、IMに対する感
受性が増強することを見出した。この結果から我々は、IM曝露初期における IM感受性の増強
メカニズムを明らかにすることで、CML に対する TKI の低用量かつ効果的な治療法の提案に
繋がると考えた。よって次に、IM 継続曝露初期において TKI 感受性が高まった CML 細胞の
エネルギー代謝に着目した。上記でも記載した通り、多くのがん細胞は好気的条件でも ATP
供給を主に解糖系に依存する特有のエネルギー代謝系を示す。そこで、IM 曝露下における
CML 細胞の解糖系機能を評価したところ、顕著な低下が認められた。この解糖系の機能低下
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が TKI感受性増強の要因であると仮説を立て、解糖系抑制時の IM感受性を検討したところ、
IM 感受性の増強は確認できなかった。このことから、解糖系機能の抑制、それ自体が TKI 感
受性増強の要因にならないことが示唆された。次に、解糖系以外のエネルギー代謝系に焦点
を当てたところ、ミトコンドリア機能やオートファジー機能の亢進が確認された。このダイナミック
な細胞内エネルギー代謝の変動は IM曝露によるエネルギーストレスや酸化ストレスから細胞を
保護することで CML 細胞の生存を維持することが示唆された。しかし、この細胞内エネルギー
代謝の変動のみでは TKI感受性の増強メカニズムを説明するに至らず、TKI感受性の増強に
寄与する要因の更なる検討が必要となった（第 1章）。 
前章の結果より、IM曝露によるCML細胞内エネルギー代謝の変動が直接的なTKI感受性
の増強の要因ではないことが想定されたことから、我々は TKI 感受性の増強が細胞内エネル
ギー代謝変動の手前のイベントに起因すると仮説を立てた。よって次に、細胞内エネルギー代
謝に密接に関連する分子シグナル伝達、特に mammalian target of rapamycin complex-1
（mTORC1）/ p70 S6 kinase-1（S6K1）シグナルと AMP-activated protein kinase（AMPK）に着目
した。IM 継続曝露初期において TKI感受性が増強した CML細胞の mTORC1/S6K1 シグナ
ルと AMPKの活性を評価したところ、mTORC1/S6K1シグナルの抑制と AMPKの活性化が確
認された。これらのエネルギー代謝関連分子シグナル伝達の撹乱が TKI 感受性を増強させる
要因となるか調べるために、mTORC1 阻害薬（ラパマイシン）と AMPK 活性化薬（メトホルミン）
の併用により CML細胞に対する TKIの抗がん効果が増強するかを検討した。期待通りに、両
薬併用により TKIの抗がん効果が増強したことから、mTORC1/S6K1シグナルの抑制と AMPK
の活性化というエネルギー代謝関連分子シグナル伝達の撹乱がTKI感受性を増強させる要因
であることが示唆された。最後に、これらのエネルギー代謝に関連する細胞内シグナル伝達の
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撹乱が、TKI の BCR/ABL 阻害依存的な抗がん効果を増強するのか検討するために、
BCR/ABL 遺伝子恒常発現細胞を樹立し、mTORC1 阻害薬と AMPK 活性化薬の併用によっ
て IMの抗がん効果が増強するかどうかを検討した。CML細胞と同様に、BCR/ABL遺伝子恒
常発現細胞もラパマイシンやメトホルミンの併用により IM の抗がん効果が増強したことから、エ
ネルギー代謝に関連するシグナル伝達の撹乱は、イマチニブの BCR/ABL阻害依存的な抗が
ん効果を増強することが示唆された（第 2章）。 
本研究において、我々は①CML 細胞に対する IM の継続曝露初期において、TKI 感受性
が増強するタイミングが存在すること②TKI 感受性が増強した CML 細胞は細胞内エネルギー
代謝がダイナミックに変動していること③TKI 感受性増強は mTORC1/S6K1 シグナルの抑制と
AMPK の活性化などの細胞内エネルギー代謝を制御する細胞内分子シグナル伝達の撹乱に
起因する可能性が高いことを見出した。以上により、低濃度イマチニブの継続曝露よる細胞内
エネルギー代謝の変動と TKI 感受性の増強メカニズムを明らかにしたことで、細胞内シグナル
伝達やオートファジーを標的としたアプローチがTKIをベースとしたCML治療を効果的に実施
するための有用な戦略となる可能性が示された、と我々は考えている。 
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略号 
AKT: protein kinase B 
ALL: acute lymphoblastic leukemia 急性リンパ性白血病 
AP: accelerated phase 進行期 
ATP: adenosine triphosphate アデノシン-3-リン酸 
AMP: adenosine monophosphate アデノシン-1-リン酸 
AMPK: AMP-activated protein kinase 
BP: blast crisis phase 急性転化期 
BrdU: 5-bromodeoxyuridine 
CML: chronic myelogenous leukemia 慢性骨髄性白血病 
CP: chronic phase 慢性期 
CQ: chloroquine diphosphate クロロキン-2 リン酸塩 
FBS: fetal bovine serum 
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GFP: green fluorescent protein 
HIF: hypoxia‐inducible factor 低酸素応答因子 
HK2: hexokinase-2 ヘキソキナーゼ-2 
HRP: horseradish peroxidase 
IL-3: interleukin‐3 インターロイキン-3 
IM: imatinib mesylate イマチニブメシレート 
JAK: Janus-activated kinase 
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LDHA: lactate dehydrogenase A  乳酸脱水素酵素 A 
LSD1: lysine-specific demethylase-1 
mTORC1: mammalian target of rapamycin complex-1 
PBS: phosphate-buffered saline 
PI3K: phosphoinositide-3-kinase 
ROS: reactive oxygen species  活性酸素種 
S6K1: p70 S6 kinase-1 
SDS-PAGE: SDS polyacrylamidegel electrophoresis 
STAT: signal transducers and activator of transcription 
TKI: tyrosine kinase inhibitor  チロシンキナーゼ阻害薬 
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1-1 序 
慢性骨髄性白血病（CML）は造血器腫瘍であり、t（9;22）転座由来の融合染色体である
Philadelphia染色体（BCR/ABL融合遺伝子）の発現が主な原因となり、この BCR/ABL融合遺
伝子により恒常的なキナーゼ活性を有する BCR/ABLチロシンキナーゼが高発現する 1。CML
細胞はこのキナーゼ発現により phosphoinositide-3-kinase（PI3K）/protein kinase B（AKT）経路、
Ras/Raf 経路、Janus-activated kinase（JAK）/signal transducers and activator of transcription 
（STAT）経路に代表される BCR/ABL チロシンキナーゼ下流に位置する細胞生存シグナル伝
達を亢進させ、異常増殖や抗アポトーシス機能などのがん形質を獲得する（Figure. 0-1）2,3。
CML は白血病芽球の末梢血中の逸脱が認められるが自覚症状に乏しい慢性期（CP）、未分
化の血球細胞の分化する能力が失われ、末梢血中に白血病芽球の割合が増加する進行期
（AP）、末梢血中で芽球が増加し、急性白血病に類似した状態を表す急性転化期（BP）の大き
く 3つに分類される 4。APやBPに移行すると進行が急速には早くなり、抗がん剤に対して抵抗
性を獲得し予後不良となるため、CPでの治療が重要となる 
2001年、既存の殺細胞効果を主な作用機序とする抗がん剤と一線を画する、イマチニブメシ
レート（IM）が登場した。IMはBCR/ABLチロシンキナーゼのATP結合部位に特異的に結合し、
そのキナーゼ活性を不活化することで CML 細胞に対して優れた抗がん効果を表す分子標的
薬である。IMの登場は、過去のブスルファンやハイドロキシウレアをベースとした抗がん剤治療
やインターフェロン療法と比較してCMLの治療成績を劇的に改善しただけでなく 5,6、がん治療
において、発がんに関わるドライバー遺伝子産物を標的とした創薬というブレイクスルーを巻き
起こした。しかしながら、IMを含むチロシンキナーゼ阻害薬（TKI）は長期治療を原則としており、
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近年、治療途中での副作用の発現や薬剤抵抗性の出現、高薬価による経済的負担などで
TKIの服用が困難となるケースが問題視されている 7-9。そのため、TKIの低用量かつ効果的な
治療戦略の提案が望まれている。 
CML治療における予後不良因子の 1つである IM抵抗性の機序を解明するために、キナー
ゼドメイン中の遺伝子変異について多くの研究がなされ、様々な点突然変異（Y253F/H: 
E255K/V: T315I: H396P/Rなど）が同定された 10,11。これらの変異は BCR/ABLチロシンキナー
ゼ ATP結合部位の構造変化により IM との結合性を大幅に低下させる。点突然変異による IM
抵抗性を打破するために、第 2・3世代の TKI（ダサチニブ、ニロチニブ、ボスチニブ、ポナチニ
ブなど）が市場に登場し 12、さらに、BCR/ABL チロシンキナーゼに対するアロステリック阻害剤
の開発も進められている。このように、キナーゼドメイン中の点遺伝子変異に対するアプローチ
は一定の成果を上げているが、点突然変異のみでは IM抵抗性の 50％程度しか説明できない
13。さらに、第 2・3世代の TKIはキナーゼドメイン構造変化に適応するように切開された薬剤で
あるため、このクラスに分類される TKIの抵抗性の獲得には IM に対する抵抗性の獲得ほど点
突然変異の寄与が高くないことが想定される。これらのことから、点突然変異のみならず、TKI
感受性に影響を与える細胞内応答や標的分子を同定することが CML 治療の改善に必要だと
考えられる。BCR/ABL-TKI をベースとした治療は血液学的寛解、細胞遺伝学的寛解、そして
分子遺伝学的寛解に至るまでに長期間の継続的な服用が必須であり、その途中で CML 細胞
の TKI 感受性が変動することが予想される。そのため、新たな治療標的の探索には TKI を継
続的に曝露した際の CML細胞内応答やシグナル伝達の変化に対する理解が不可欠である。 
近年、がん治療の新たなターゲットとして、『がんエネルギー代謝』が注目を集めている 14。多
くのがん細胞は正常細胞と異なり、好気的条件でも adenosine triphosphate（ATP）供給を主に
13 
 
解糖系に依存する特有のエネルギー代謝系を示し（Figure. 0-2）15、CML 細胞もこれに例外で
はない。BCR/ABL チロシンキナーゼは CML 細胞の異常増殖や抗アポトーシス能を促進する
だけでなく、解糖系機能を向上させることが既に知られている 15。さらに、IM は治療濃度域に
おいて、CML 細胞のグルコース取り込みや解糖系酵素の発現を低下させることで解糖系を抑
制することが報告されている 16,17。また、IMに抵抗性を持つ CML細胞は解糖系酵素やグルコ
ーストランスポーターの制御因子である hypoxia inducible factor-1α（HIF-1α）が高発現すること
が示唆されている 18。このように、CML細胞に対する IMの抗がん効果は、『がんエネルギー代
謝』、特に解糖系機能と密接に関連することが想定される。加えて、解糖系機能の抑制はがん
細胞の増殖を抑制すること、さらに抗がん剤や放射線による治療効果を増強することが示唆さ
れている。例えば、hexokinase（HK）阻害剤である 2-デオキシ -D-グルコースや HK と
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 阻害剤である 3-ブロモピルビン酸は、解糖系機能
の抑制を介してがん細胞の増殖を抑制することが知られている 19,20。さらに、ヒト骨肉腫やヒト非
小細胞肺がんに対して、2-デオキシ-D-グルコースを用いた解糖系機能の抑制により、細胞傷
害性の抗がん剤であるアドリアマイシンやパクリタキセルの抗がん効果が増強するという報告も
ある 21。このように、細胞内応答の中でも、解糖系機能を中心とした『がんエネルギー代謝』は
TKIの感受性を変動させる因子となり得、これらを標的としたアプローチはTKIの抗がん効果を
増強し、CML治療を改善し得る治療戦略となることが想定される。 
本章ではまず、CML細胞に対して IMを継続的に曝露することで TKI感受性が変動するか
どうかを評価した。その結果、IM継続曝露初期において CML細胞の TKIに対する感受性が
増強することを見出した。この TKI感受性の増強が IMによる細胞内エネルギー代謝の変動に
よるものであると仮説を立て、種々の検討を行った。 
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1-2 結果 
低濃度 IMの継続曝露は K562細胞の TKI感受性を増強する 
IM を継続的に曝露した際の TKI感受性の変化と CML細胞内応答の影響を検討するため
に、我々はまず、ヒト由来 Philadelphia 染色体陽性細胞である K562 細胞を低濃度 IM 含有条
件で生育し、1週間毎の細胞内応答や IM感受性の変動を評価した。IM を継続的に曝露した
際の細胞内応答の検討には、K562 細胞がある程度の増殖能を保ち、細胞死に至らない濃度
での IM 曝露が必要であった。過去の報告から、K562 細胞に対し、0.1 µM の濃度で 96 時間
IM を曝露しても細胞死に至らないことが分かっており 22、この情報をもとに、我々は 0.1µM IM
の含有条件で K562細胞の長期培養を行った。過去の報告と一致して、0.1 µM IMの含有条
件で培養したK562細胞は徐々に増殖が抑制されるものの（Figure. 1-1A）、顕著な細胞死は誘
導されなかった（Figure. 1-1B）。また、K562細胞への 0.1 µM IMの継続曝露は、CML細胞生
存の重要な決定因子である BCR/ABL チロシンキナーゼの自己リン酸化を軽度に抑制した
（Figure. 1-1C）。この BCR/ABL チロシンキナーゼ自己リン酸化の抑制の程度が細胞死に至ら
しめるには不十分であったために、K562細胞は生存を維持することが可能であったと想定され
る。K562細胞を低濃度 IMで継続的に処理すると、IMに対する抵抗性をもつ細胞株が取得で
きることが報告されている 23。我々も IMの曝露期間の延長に伴い、徐々に IMに対する抵抗性
を獲得していくと想定していたが、予想に反して、0.1 µM IMの含有条件で培養したK562細胞
は高濃度の IM（15 µM）に対して感受的になることが確認された（Figure. 1-2A）。以下の検討
では、0.1µM IMの含有条件で培養したK562細胞のモデル細胞として IM曝露 3週間のK562
細胞を用い、便宜上、この細胞を“K562-IM3w”細胞と名付けた。 
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次に、0.1 µM IM の含有条件で培養した K562細胞が他の TKI（ダサチニブ、ニロチニブ、
ボスチニブ、ポナチニブ）や細胞傷害作用を有する古典的な抗がん剤（メトトレキサート、シダラ
ビン、シスプラチン、ビンクリスチン）に対し感受的になるかどうかを検討した。IM で観察された
現象と同様に、K562-IM3w細胞は他の TKI対しても感受的になる一方で、古典的な抗がん剤
の感受性は減弱する傾向が認められた（Figure. 1-2B）。これらの結果から、CML細胞に対する
IMの継続的な曝露は TKI特異的に感受性を増強することが示された。 
 
 
低濃度 IMの継続曝露は K562細胞の解糖系機能を抑制させる 
序文でも述べた通り、好気的解糖はがん細胞特有のエネルギー代謝システムであり、近年、
この解糖系を標的としたがん治療薬の開発が盛んに進められている 24。また、このがん細胞特
有のエネルギー代謝系は、抗がん剤や放射線による治療効果と関連することも示唆されており
21、IMは治療濃度域において CML細胞の解糖系機能を抑制することが知られている 16,17。そ
こで我々は、IM の継続曝露による細胞内エネルギー代謝の変動、特に解糖系機能の抑制が
TKI に対する感受性を増大させると仮説を立てた。まず、IM による解糖系機能の抑制を確認
するために、IM曝露時におけるK562細胞の乳酸産生量（解糖系の最終産物）を検討した。そ
の結果、IM 濃度依存的な乳酸産生量の減少が認められた（Figure. 1-3A）。興味深いことに、
IM 曝露による乳酸産生量の減少は、K562 細胞が顕著な細胞死に至らない（LD50, 11.72 ± 
0.462 μM）低濃度域においても観察された。この結果を踏まえ、0.1 µM IMの含有条件で培養
した K562 細胞においても解糖系機能の抑制が起こり得ると考え、同様に乳酸産生量をモニタ
ーしたところ、少なくとも IM 継続曝露 4 週間まで乳酸産生量は低く維持されていた（Figure. 
16 
 
1-3B）。IM による解糖系機能の抑制をさらに詳しく調べるために、K562-IM3w 細胞における
HIF-1α のタンパク質発現量と解糖系酵素の mRNA 発現量を評価した。HIF-1α はがん細胞の
細胞増殖や解糖系機能の亢進を司る重要な転写因子であり、様々な解糖系酵素の転写活性
を制御することが知られている 25, 26。K562-IM3w細胞において、HIF-1αのタンパク質発現量の
減少（Figure. 1-4A）と、解糖系の律速酵素と考えられている HK2 と lactate dehydrogenase A
（LDHA）の mRNA発現量の減少（Figure. 1-4B）が確認された。これらの結果から、低濃度 IM
の継続的な曝露により、K562 細胞は細胞生存を維持した状態でも解糖系機能が抑制されるこ
とが明らかとなった。 
次に、解糖系の抑制がK562細胞の IM感受性を増強させるか検証するために、HK阻害剤
である2-デオキシ-D-グルコースにより解糖系機能を抑制した条件下で IMの感受性を評価した。
2-デオキシ-D-グルコースによる解糖系機能の抑制は様々な抗がん剤の効果を増強することが
知られている 21。しかしながら、2-デオキシ-D-グルコースは K562 細胞の解糖系を顕著に抑制
するにも関わらず（Figure. 1-5A）、IMの感受性には影響を与えなかった（Figure. 1-5B）。これら
の結果から、解糖系機能の抑制、それ自体が TKI 感受性を増強する要因となる可能性が低い
ことが示唆されたため、更なる要因の探索が必要となった。 
 
 
低濃度 IMの継続曝露は K562細胞のオートファジーとミトコンドリア機能とを亢進させる 
我々は先行研究で、解糖系機能の抑制時において、急性リンパ性白血病（ALL）細胞がオ
ートファジーを亢進し、ミトコンドリア機能を向上することでエネルギー恒常性を保ち、細胞生存
を維持することを報告している 27。CML細胞に対する IMの継続曝露もまた解糖系機能を抑制
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することから、我々は同様のエネルギー代謝系の変動が起こり得ると仮定し、これらエネルギー
代謝系の変動が TKI 感受性の増強の根底にある要因の探索のヒントとなると考えた。そこでま
ず、IM の継続的な曝露によるオートファジー機能を検討した。オートファジー活性をオートファ
ゴソーム形成の特徴的なマーカーである LC3-II の発現量で評価したところ、親 K562 細胞より
も K562-IM3w細胞の方が多く（Figure. 1-6A）、GFP-LC3を一過性発現させた K562-IM3w細
胞において、GFP-LC3 の凝集とリソソームとの共局在が観察された（Figure. 1-6B）。さらに、透
過型電子顕微鏡を用いた細胞内環境の可視化において、K562-IM3w細胞でオートファゴソー
ム形成が観察された（Figure. 1-6C）。これらの結果から、IMの継続曝露によりオートファジーが
亢進することが明らかとなった。続いて、IM の継続的な曝露によるミトコンドリア機能を検討した。
ミトコンドリアの膜電位をMitoTracker Orangeを用いて評価したところ、K562-IM3w細胞におい
て膜電位の上昇が確認された（Figure. 1-7A）。また酸化的リン酸化の阻害剤であるオリゴマイ
シンを曝露したところ、K562-IM3w 細胞で細胞生存率の顕著な減少が認められた（Figure. 
1-7B）。これらの結果から、イマチニブの継続曝露によりミトコンドリア機能が亢進することが示さ
れた。 
次に、IMの継続曝露によるダイナミックな細胞内エネルギー代謝の変動が TKI感受性の増
強に寄与するかどうかを検討した。オートファジーはエネルギー供給や不良タンパク質を除去
することで細胞生存に働くことが知られている 28一方で、オートファジーの亢進が細胞死を誘導
するという報告もある 29。IM の継続曝露によって亢進するオートファジーが細胞保護的、もしく
は細胞を TKI に対し脆弱にする方向に働くか検討するために K562-IM3w 細胞にクロロキン
（CQ）を曝露することでオートファジーを阻害し、細胞生存を評価した。その結果、オートファジ
ーを阻害することで、K562-IM3w 細胞でのみ細胞生存が低下することが確認され（Figure. 
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1-8A）、IMによって亢進するオートファジーが細胞保護的な役割を果たすことが示された。この
オートファジーによる細胞保護機構を解明するために、細胞内酸化ストレスの指標となる活性
酸素種（ROS）の蓄積を評価した。IM の継続曝露はオートファジーの他に、ミトコンドリア機能も
亢進することが上記実験より示されている（Figure. 1-7）。ミトコンドリアは ROS の主要な発生源
であり、ミトコンドリアの活性により、ROSの産生が上昇することが知られているため 30、IMによっ
て惹起されたオートファジーがミトコンドリアから発生した ROSを除去することで細胞を保護する
のではないかと仮説を立てた。CQが存在しない条件では ROS蓄積が認められず、CQ曝露時
ではROS蓄積が認められたこと（Figure. 1-8B）から、オートファジーがROSの除去もしくは産生
低下に寄与することが示された。さらに、K562-IM3w細胞でROSレベルが顕著に上昇すること
（Figure. 1-8B）から、IMによって亢進するオートファジーは酸化ストレスの除去に働くことが明ら
かとなり、オートファジー阻害による ROS レベルの上昇が細胞死を誘導する可能性が示唆され
た。これらの結果より、IMの継続曝露による CML細胞内のダイナミックなエネルギー代謝の変
動は IM に対し細胞保護的な作用を有することが明らかとなり、オートファジー阻害剤の併用に
より更なる IM の抗がん効果が期待できることが示唆された。しかしながら、これらエネルギー代
謝の変動が TKIの抗がん効果を増強する要因である可能性は低いため、更なる検討が必要と
なった。 
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1-3 考察 
本章ではまず、K562 細胞に対して、細胞死に至らない濃度域で継続的に IM を曝露するこ
とでTKI感受性と細胞内エネルギー代謝がどのように変動するかを検討した。当初、CML細胞
の TKI 感受性は IM 曝露期間の延長と共に徐々に IM の感受性が低下していくと予想してい
た。しかしながら、予想に反して、その途中過程、特に IM継続曝露初期においてCML細胞の
TKI に対する感受性が増強するタイミングがあることを発見した。この TKI 感受性が増強した
CML 細胞において、解糖系機能の抑制とオートファジーやミトコンドリア機能の亢進といった、
ダイナミックな細胞内エネルギー代謝の変動が生じることが明らかとなった。 
このダイナミックなエネルギー代謝の変動は、我々の先行研究と同様に、解糖機能の抑制を
トリガーとし、オートファジーを介したミトコンドリアの賦活化が生じている可能性が高い 27。IMを
CML 細胞に曝露すると、ミトコンドリアのクレブス回路における主要な中間体である細胞内グル
タミン酸レベルを上昇することが知られている 17。また、BCR/ABL チロシンキナーゼの不活性
化がミトコンドリアの脂肪酸酸化を促進する報告もあること 31から、このダイナミックなエネルギー
代謝変動は IM の曝露に起因する細胞内応答であると考えるのが妥当である。故に、IM の継
続曝露による解糖系機能の抑制というエネルギーストレスに対して、CML細胞は細胞内エネル
ギー代謝を巧みに適応し細胞内 ATP レベルを維持している可能性が高い。一方で、 活性化
されたミトコンドリアは酸化的リン酸化により大量の ATP を産生するが、このプロセスは副産物と
して ROSを生成し、ミトコンドリアの脂質、細胞 DNA、および機能性タンパク質に酸化的損傷を
引き起こす 30。本章で我々は、IM 誘導性のオートファジーが細胞内 ROS レベルを低下させる
ことを示した。この結果は、オートファジーが、エネルギー獲得の代償としてミトコンドリアから生
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成された酸化ストレスを除去することで、細胞保護的な役割を果たすことを示唆している。 故に、
オートファジー阻害剤と TKIを組み合わせることで、TKIの抗がん効果を増強することが可能と
なることが期待される。 
近年の研究から、細胞内環境の変化に伴うエピジェネティクスの変動が、細胞内エネルギー
代謝の変動を引き起こすことが示唆されている 32。また、がん細胞において、その解糖系機能
への高い依存度は、エピジェネティクスの変動によるエネルギー代謝のリプログラミングの結果
であるという報告がある 33。がん細胞内エネルギー代謝のエピジェネティックな制御の根底にあ
るメカニズムは完全には解明されていないが、いくつかエピジェネティックな制御を示唆する報
告がある。例えば、ヒストン H3 からメチル基を除去することによって遺伝子発現を抑制する
LSD1 は、細胞内エネルギー代謝のエピジェネティックな可塑性において重要な役割を果たす
ことが知られている 34。Sakamoto らは、LSD1の阻害が肝がん細胞の解糖系機能を抑制しミトコ
ンドリア呼吸を亢進することを見出し、このエネルギー代謝シフトが HIF-1α タンパク質の発現に
関連していることを報告している 35。本章で我々は、IMの継続的な曝露がHIF-1αタンパク質の
発現を減少させ、それによって解糖系機能を抑制することを示した。これは、上記LSD1の阻害
による知見と同様の現象である。現在、TKI とエピジェネティック制御を結びつける知見は少な
いが、今後の研究において、TKI による細胞内エネルギー代謝の変動だけでなく、そのエネル
ギー代謝変動を司る可能性のあるエピジェネティック制御が抗がん剤感受性に及ぼす影響を
解明する必要がある。 
本章における検討により、解糖系の機能低下が直接的に TKI感受性を増強する要因である
可能性が低いことが想定され、さらに、IM によるダイナミックな細胞内エネルギー代謝の変動
は IM曝露によるエネルギーストレスや酸化ストレスから細胞を保護することでCML細胞の生存
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を維持することが示唆された。これらの結果は IM の継続的な曝露による TKI 感受性の増強を
説明するに至らなかったために、他の要因の探索を余儀なくされた。  
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Figure. 0-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 0-1. Pathogenic mechanism of chronic myeloid leukemia (CML)  
The generation of the BCR-ABL fusion gene and molecular pathways activated by BCR-ABL. 
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Figure. 0-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 0-2. The hallmarks of cancer energy metabolism  
Cancer cells including leukemia cells mainly obtain their energy for survival, ATP, from 
glycolysis instead of mitochondrial oxidative phosphorylation even in the presence of available 
oxygen. 
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Figure. 1-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 1-1. Continuously exposed to 0.1µM imatinib (IM) arrests cell proliferation, but does not 
cause appreciable cell death in K562 cells. 
(A) BrdU incorporation into K562 cells continuously cultured with 0.1 µM IM for 0-4 weeks 
was evaluated. **P < .01 and N.S., not significant, compared with cells not treated with IM. (B) 
Death rate of K562 cells continuously exposed to 0.1 µM IM for 0-4 weeks was evaluated. (C) 
Total cell lysates prepared from K562 cells continuously cultured with 0.1 µM IM for 0-3 weeks 
and treated with 1 µM IM for 6 hours were subjected to western blotting with anti-phospho-BCR, 
anti-BCR, and anti-GAPDH antibodies.  
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Figure. 1-2 
 
 
 
 
 
Figure. 1-2. K562 cells continuously exposed to imatinib (IM) become sensitive to tyrosine 
kinase inhibitors (TKI). 
(A) K562 cells were cultured for the indicated periods with 0.1 µM IM and then treated with 15 
µM IM for 72 hours. Cell death was evaluated. *P < .05 and **P < .01, compared with cells not 
treated with IM. (B) Parental K562 and K562-IM3w cells were treated with the following agents 
at the indicated concentrations for 72 hours, and cell death was evaluated: dasatinib, nilotinib, 
bosutinib, and ponatinib (all TKI), and methotrexate, cytarabine, cisplatin, and vincristine (all 
classical anti-cancer agents). *P < .05 and **P < .01  
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Figure. 1-3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 1-3. Lactate production is reduced in K562 cells exposed to IM, even at concentrations 
lower than those at which marked cell death occurred. 
(A) K562 cells were treated with different concentrations of IM (0-30 µM) for 72 hours. Cell 
death and the amount of lactate released from the cells for the last 24 hours were evaluated. **P 
< .01, N.S., not significant, and N.D., not detected. (B) Amount of lactate released from K562 
cells continuously exposed to 0.1 µM IM for 0-4 weeks was evaluated. **P < .01, compared with 
cells not treated with IM. (A) K562 cells were cultured for the indicated periods with 0.1 µM IM 
and then treated with 15 µM IM for 72 hours. Cell death was evaluated. *P < .05 and **P < .01, 
compared with cells not treated with IM.  
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Figure. 1-4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 1-4. Continuously exposed to 0.1 µM imatinib (IM) reduces expression of hypoxia 
inducible factor (HIF)-1α protein, and reduces expression of mRNA encoding glycolytic 
enzymes hexokinase 2 (HK2) and lactate dehydrogenase A (LDHA) in K562 cells. 
(A) Total cell lysates prepared from parental K562 and K562‐IM3w cells were subjected to 
western blotting with anti-HIF-1α and anti-GAPDH antibodies. (B) Relative expression of 
mRNA encoding HK2 and LDHA in parental K562 and K562‐IM3w cells was evaluated. **P 
< .01.  
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Figure. 1-5 
 
 
 
 
 
Figure. 1-5. Increased sensitivity of K562 cells to TKI is not directly related to inhibition of 
glycolysis.  
(A) The amount of lactate released from K562 cells treated with different concentrations of 
2-deoxy-D-glucose (0–20 μM) was measured for 24 h. **P < .01, compared with cells 
non-treated with 2-deoxy-D-glucose. (B) K562 cells were preincubated with or without 10 µM 
2-deoxy-D-glucose for 48 hours, followed by treatment with IM (0-20 µM) for 72 hours. Cell 
death was then evaluated. *P < .05 and N.S., not significant 
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Figure. 1-6 
 
 
 
 
 
Figure. 1-6. Continuous exposure to imatinib (IM) activates autophagy in K562 cells. 
(A) Total cell lysates prepared from parental K562 and K562-IM3w cells were subjected to 
western blotting with anti-LC3 and anti-GAPDH antibodies. (B) Subcellular localization of 
GFP-LC3 and LysoTracker (a lysosomal marker) was observed by confocal microscopy. Scale 
bars, 8 μm. (C) Intracellular structures were scanned by transmission electron microscopy. Cells 
were photographed at different magnifications. Scale bars, 4 μm. M, mitochondria; N, nucleus. 
Arrowheads indicate autophagic bodies. 
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Figure. 1-7 
 
 
 
 
 
 
Figure. 1-7. Mitochondrial activity in K562 cells are increased by continuous exposure to 
imatinib (IM).  
(A) Parental K562 and K562-IM3w cells were stained with MitoTracker orange and Hoechst 
33342, and observed using fluorescence microscope. Scale bars, 100 μm. Fluorescence intensity 
was evaluated by BZ-X analyzer and calculated the fluorescence intensity per nucleus. **P < .01, 
compared with parental K562 cells. K562-IM3w cells had higher mitochondrial membrane 
potential than the parental cells. (B) Parental K562 and K562-IM3w cells were treated with or 
without the mitochondrial ATP synthase inhibitor oligomycin (10 ng/μL) for 72 h, and then cell 
death was evaluated. **P < .01 and N.S., not significant. Oligomycin led to a significant 
reduction in cell viability. These results suggest that K562 cells continuous exposed to IM rely 
on activated mitochondrial function to maintain their viability.  
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Figure. 1-8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 1-4. Imatinib (IM)-induced autophagy works as a mechanism for removing intracellular 
reactive oxygen species (ROS).  
(A) Parental K562 and K562-IM3w cells were treated with or without chloroquine (CQ: 10 μM) 
for 72 hours, and cell survival was evaluated. Each bar represents the survival of 
CQ-treated/untreated cells. **P < .01 (B) Parental K562 and K562-IM3w cells were treated with 
or without chloroquine (CQ: 10 μM) for 72 h, and intracellular ROS content was evaluated. *P 
< .05 and N.S., not significant. In K562-IM3w cells, intracellular ROS levels were increased by 
inhibiting autophagy, suggesting that IM-induced autophagy plays a cytoprotective role of 
lowering the level of intracellular ROS.  
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第 2章 
 
 
 
 
低濃度イマチニブの継続曝露による mTORC1/S6K1シグナル
の抑制や AMPKの活性化が、慢性骨髄性白血病に対するチ
ロシンキナーゼ阻害薬の抗がん効果を増強する 
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2-1 序 
前章では、CML 細胞に対して IM を継続的に曝露することで、IM 継続曝露初期において
TKI の感受性が特異的に増強することが見出された。また、IM の継続曝露は CML 細胞の解
糖系機能を抑制し、ミトコンドリア機能やオートファジーを亢進させるといった細胞内エネルギー
代謝系をダイナミックに変動させることも明らかとなった。しかしながら、IM により引き起こされる
解糖系機能の抑制はそれ自体、IM の感受性に与える影響は小さく、さらに、オートファジーや
ミトコンドリア機能の亢進は IM に対するエネルギーストレスや酸化ストレスを打破することで細
胞保護的に機能することが示唆された。これらの結果からではTKI感受性の増強を説明するに
至らず、我々は更なる検討を余儀なくされた。 
そこで我々は、TKI 感受性の増強が CML 細胞内エネルギー代謝変動の手前のイベントに
起因する可能性が高いと考え、中でも細胞内分子シグナル伝達に着目した。CML細胞におい
て、BCR/ABL 依存性または非依存性シグナル伝達経路の過剰発現は、キナーゼドメイン中の
点突然変異非依存的に TKI の抵抗性または有効性と関連することが報告されている 36。例え
ば、BCR/ABL依存性に活性化される PI3K/AKT経路の過剰な活性化は CML細胞の IM抵
抗性の初期段階に寄与し 37、JAK2/STAT5経路の過剰な活性化は、IMの効果を妨げる抗アポ
トーシス機能の獲得に関与するという報告がある 38。また、BCR/ABL 恒常発現細胞における
p53の欠損は BCR/ABL非依存的に IMに対する感受性を獲得することが知られている 39。故
に、細胞内シグナル伝達を標的とすることは TKI をベースとした CML 療法において有効な手
段となり得る。 
CML細胞に対する IMの継続曝露によって、ダイナミックな細胞内エネルギー代謝の変動が
34 
 
生じることから、我々は特に、細胞内エネルギー代謝の変動の鍵を握るオートファジーに関連
する分子シグナルに着目した。オートファジーを制御する分子シグナルとして、mammalian 
target of rapamycin complex-1（mTORC1）/ p70 S6 kinase-1（S6K1）シグナルと AMP-activated 
protein kinase（AMPK）がよく知られている。mTORC1はBCR/ABL下流に位置し、オートファジ
ーを負に制御する 3。S6K1はセリン/スレオニンキナーゼであり、mTORC1の直下に位置するた
め mTORC1 の活性プロファイルを評価するために広く用いられている。また、BCR/ABL 陽性
細胞において、S6K1 が解糖系の機能を司るという報告がある 40。AMPK は細胞内のエネルギ
ーセンサーとしての役割を有しており 41、mTOR1 依存的、非依存的にオートファジーを亢進す
る 42。これらの報告から、IM の継続曝露による mTORC1/S6K1 シグナルと AMPKの活性の変
動が TKIの感受性を増強する要因となると仮説を立て、種々の検討を行った。 
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2-2 結果 
低濃度 IMの継続曝露は mTORC1/S6K1シグナルを抑制し、AMPKを活性化する 
低濃度 IM 含有条件下で生育した K562 細胞が TKI に対し高感受性を示す要因を探索す
するために、我々は細胞内エネルギー代謝の変動（特に解糖系機能の抑制とオートファジーの
亢進）に密接に関わる細胞内分子シグナル伝達である mTORC1/S6K1 シグナルに着目した。
S6K1 はセリン/スレオニンキナーゼであり BCR/ABL 下流に位置する mTORC1 に直接制御を
受け 3、BCR/ABL 陽性細胞の解糖系機能を亢進する 40。また、S6K1 はオートファジーを負に
制御する mTORC1 の活性プロファイルを評価するために広く用いられている。K562-IM3w 細
胞における S6K1 のリン酸化をウエスタンブロッティング法により評価したところ、顕著な抑制が
確認された（Figure. 2-1A）。我々はさらに、細胞内エネルギーセンサーとしての役割を果たす
41AMPKにも着目した。AMPKは細胞内ATPレベルを維持するためにエネルギー代謝ストレス
（グルコース欠乏など）によって活性化される 42ため、IMの継続曝露は解糖系からのATP供給
を低下させることによって AMPK を活性化する可能性がある。加えて、AMPK は mTORC1 依
存的、非依存的にオートファジーを亢進させる 43ため、我々は AMPK の活性化もまたオートフ
ァジーを亢進する要因となると考えた。 期待通りに、K562-IM3w細胞において AMPKの顕著
なリン酸化が確認された（Figure. 2-1B）。これらの結果から、K562 細胞に対する IM の継続曝
露は mTORC1/S6K1シグナルを抑制し、AMPKを活性化することが示された。 
次に、K562 細胞に対する IM の継続暴露がエネルギー代謝シグナル伝達を変化させること
で TKI感受性を増加することを明確に示すために、K562-IM3w 細胞の細胞培養液中から IM
を除去し、さらに 1週間培養を続けた K562-IM3w細胞（IM-removed K562-IM3w細胞）の IM
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感受性、乳酸産生量及び S6K1 と AMPK活性を評価した。培地中からから IMを除去すること
により、K562-IM3w細胞の IM感受性及び乳酸産生量は、親K562細胞におけるものと同程度
まで回復した（Figure. 2-2A and 2B）。また、S6K1とAMPKの活性状態も同様に、親K562細胞
と同程度まで戻った（Figure. 2-2C）。これらの結果から、継続的な IM曝露に起因するTKI感受
性の増強は、遺伝子変異や細胞ポピュレーションが入れ替わるのではなく、あくまで IMの存在
による、BCR/ABL の軽度阻害を通じて変動した細胞内シグナル伝達の結果に起因する可逆
的な変化であることが強く示唆された。 
臨床においても、IMの服用により S6K1及び AMPKシグナル分子の活性変動が起こり得る
かどうか検討するために、Oncomine 癌遺伝子発現データベース（Compendia Biosciences、
www.Oncomine.com）44 を用い、IM による治療を施した CML 患者検体における S6K1 及び
AMPK の発現プロファイルを解析した。CML 患者検体においても、IM 治療により S6K1 遺伝
子の発現が低下し、AMPK遺伝子の発現が増加する傾向が認められた（Figure. 2-3A）。 臨床
データと一致して K562-IM3w細胞においても同様な S6K1及び AMPKの mRNA発現の顕
著な変化が観察された（Figure. 2-3B）。 
 
 
mTORC1/S6K1シグナルの抑制と AMPKの活性化は CML細胞の TKI感受性を増強する 
継続的な IM曝露による mTORC1/S6K1 シグナルの抑制及び AMPKの活性化が K562細
胞に対する TKI の抗がん効果を増強させるかどうかを検討するために、ラパマイシン
（mTORC1阻害薬）やメトホルミン（AMPK活性化薬）によって細胞内分子シグナル伝達を撹乱
し（Figure. 2-4A and 4C）45,46、TKIの感受性を評価した。Figure. 2-4の結果を参考として、K562
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細胞を 10 nMのラパマイシン及び 1 mMのメトホルミンで前処置し、TKIと古典的な抗がん剤の
抗がん効果を検討した。K562-IM3w細胞で観察された結果（Figure. 1-2B）と一致して、ラパマ
イシン及びメトホルミンで前処理されたK562細胞は、TKIに対して高い感受性を示した（Figure. 
2-5A）が、古典的な抗がん剤の感受性は増強しなかった（Figure. 2-6A）。また、第 1章（Figure. 
1-8）において、IM 曝露によって惹起されるオートファジーが細胞保護的な役割を果たすことが
示されていたため、mTORC1/S6K1シグナル伝達の抑制及び AMPKの活性化という細胞内シ
グナル伝達の撹乱下、TKI とオートファジー阻害剤である CQ の併用により更に抗がん効果が
増強するかどうかを検討した。 期待通りに、ラパマイシン、メトホルミン及び CQ の併用下、TKI
の抗がん効果の増強が認められた（Figure. 2-5A white bars vs black bars）。 
mTORC1/S6K1シグナルの抑制及びAMPKの活性化によって引き起こされるTKI感受性の
増強が他の CML 細胞に対しても起こり得るかどうかを検討するために、別のヒト CML 細胞株
KCL22細胞を用いて同様の実験を実施した。ラパマイシン（1 nM）およびメトホルミン（0.5mM）
（それぞれ S6K1を抑制し、AMPKを活性化するのに十分な濃度（Figure. 2-4B and 4D））で前
処置した KCL22細胞は TKIに対して高い感受性を示し（Figure. 2-5B）、CQの併用により更な
る抗がん効果の増強が認められた（Figure. 2-5B white bars vs black bars）。古典的な抗がん
剤に対する感受性もまた、K562細胞と同様な結果となった（Figure. 2-6B）。これらの結果から、
mTORC1/S6K1 シグナルの抑制及び AMPK の活性化が CML細胞の TKI感受性を増強し、
オートファジー阻害剤の併用により TKI の抗がん効果の更なる増強が期待できることが示唆さ
れた。 
次に、臨床応用の観点から、mTORC1/S6K1シグナルの抑制及びAMPKの活性化が IMに
対して抵抗性を有する細胞においても有用であるかを検討した。この実験のために、我々は、
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通常 BCR/ABL自己リン酸化の十分な抑制を示す濃度での IM を曝露した際に細胞生存を維
持する IM 抵抗性細胞の樹立を試みた。前章（Figure. 1-1）より、1 µM の IM 曝露によって
BCR/ABL 自己リン酸化は十分に抑制されるので、1 µM の IM を含有する培地中で生存を維
持するK562細胞（K562-IM1e細胞: “e”は”exposed”の意）を樹立した（Figure. 2-7A）。 ラパマ
イシン（10 nM）およびメトホルミン（1 mM）の併用は、K562-IM1e細胞の 1µM IMに対する感受
性を回復させ、実験したいずれの濃度においても IM 感受性を増強した（Figure. 2-7A）。 この
結果から、mTORC1/S6K1 シグナルの抑制及び AMPK の活性化（それぞれラパマイシンおよ
びメトホルミンの併用）が、CML 治療の初期段階だけでなく標準用量の IM 治療を受け、抵抗
性を獲得した CML患者においても臨床的に有効である可能性が示唆された。 
 
 
mTORC1/S6K1シグナルの抑制とAMPKの活性化は BCR/ABL陽性細胞における IMの抗
がん効果を増強する 
mTORC1/S6K1 シグナルの抑制及び AMPK の活性化が、BCR/ABL 非依存的なシグナル
経路に影響を与えることで細胞傷害性を増強させる可能性を排除するために、ラパマイシン及
びメトホルミンの併用により、BCR/ABL 下流のシグナル伝達経路の阻害を介した抗がん効果
が増強するかどうかを検討した。BCR/ABL 下流のシグナル伝達経路、特に JAK2/STAT5、
PI3K、および Ras/Raf 経路の活性化は、CML 細胞の細胞増殖を維持し、アポトーシスに対す
る耐性を獲得することが知られている 2, 3。これらの生存シグナル経路を単独で阻害しても CML
細胞に対する抗がん効果はほとんど効果を発揮されないが、2 つ以上の生存シグナル経路の
同時阻害（組み合わせは任意）によってアポトーシスを誘導できることが報告されている 2。  こ
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れらの報告と一致して、単一の阻害剤（STAT5 阻害剤、LY294002（PI3K 阻害剤）、または
LY3009120（Raf 阻害剤））では、ラパマイシン及びメトホルミンによる前処置の有無に関わらず、
K562細胞に対して細胞死を誘導しなかった(data not shown)。しかしながら、任意の 2つのシグ
ナル伝達経路の阻害によって顕著な細胞死を誘導し、ラパマイシン及びメトホルミンの併用に
よりその細胞死誘導効果が増強した（Figure. 2-8）。この結果から、ラパマイシン及びメトホルミン
の併用による IMの抗がん効果の増強は、IMの BCR/ABL阻害を介した下流の生存シグナル
抑制による細胞死誘導を増強するものであることが示唆された。 
最後に、mTORC1/S6K1 シグナルの抑制及び AMPK の活性化を特徴とする細胞内シグナ
ル伝達の変動が、BCR/ABL の阻害による IM の抗がん効果を増強するのかを更に詳しく検討
するために、BCR/ABL 融合タンパク質を恒常的に発現する Ba/F3細胞（マウス由来前駆 B細
胞）を樹立した（Ba/F3-BCR/ABL 細胞）（Figure. 2-9A）。一般に、Ba/F3 細胞は細胞生存及び
増殖を維持するためにインターロイキン-3（IL-3）を必要とする 47。Ba/F3細胞に BCR/ABL遺伝
子を導入すると、細胞生存を BCR/ABL チロシンキナーゼ下流の生存シグナルに依存すること
で IL-3 非存在下でも生存が可能となる（Figure. 2-9B）48。さらに、Ba/F3-BCR/ABL 細胞は親
Ba/F3 細胞と異なり、IM に対して用量依存的に感受性を示すことが確認された（Figure. 2-9C）。
Ba/F3-BCR/ABL細胞に対し mTORC1/S6K1シグナルの抑制及び AMPKの活性化による IM
の抗がん効果の増強を検討したところ、ラパマイシン（10 nM）及びメトホルミン（1 mM）の併用
下において、IM（0.7 µM）の抗がん効果が顕著に増強した（Figure. 2-9C）。これらの結果から、
mTORC1/S6K1シグナルの抑制及びAMPKの活性化に起因する細胞内シグナル伝達の撹乱
は、IMの BCR/ABL阻害を介した抗がん効果を増強することが示唆された。 
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2-3 考察 
本章ではまず、IM を継続曝露した K562 細胞における細胞内シグナル伝達、特に
mTORC1/ S6K1 シグナルと AMPK を評価した。その結果、0.1 µM IM 含有条件で培養した
K562 細胞では mTORC1/S6K1 シグナルが抑制され、AMPK が活性化することが示された。さ
らに、mTORC1 阻害薬（ラパマイシン）及び AMPK 活性化薬（メトホルミン）の併用により CML
細胞に対する TKI の抗がん効果が増強することが明らかとなった。次に、これらのエネルギー
代謝に関連する細胞内シグナル伝達の撹乱が TKIの BCR/ABL阻害依存的な抗がん効果を
増強するのか検討するために、BCR/ABL遺伝子恒常発現細胞を樹立し、mTORC1阻害薬及
び AMPK活性化薬の併用によって IMの抗がん効果が増強するかどうかを検討した。CML細
胞と同様に BCR/ABL 遺伝子恒常発現細胞においても、ラパマイシン及びメトホルミンの併用
により IM の抗がん効果が増強したことから、エネルギー代謝に関連するシグナル伝達の撹乱
は IM の BCR/ABL阻害依存的な抗がん効果を増強することが示唆された。一連の検討により、
IMの継続曝露による CML細胞の TKI感受性の増強は IM曝露によって生じる細胞内エネル
ギー代謝の変動が直接の要因ではなく、mTORC1/S6K1 シグナルの抑制及び AMPK の活性
化に起因する細胞内シグナル伝達の撹乱によるものであることが示唆された。 
S6K1は PI3K/AKT/mTORC1経路の下流に位置し、主にタンパク質合成および細胞増殖を
促進する役割を果たす 48。PI3K /AKT/mTORC1経路は BCR / ABL下流に位置するため 3、
S6K1 は BCR/ABL チロシンキナーゼを阻害することによって直接的に影響を受けることが想
定される。 故に、低濃度 IM の継続的な曝露による持続的な軽度 BCR/ABL 活性の抑制によ
って細胞内分子シグナル伝達の撹乱が引き起こされると考えられる。近年、PI3K や mTORC1
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の阻害剤を IMと併用することで相乗的な抗がん効果を示すことが報告されている。この相乗効
果は、PI3K/AKT/mTORC1 経路の阻害によって誘導される JNK シグナル伝達カスケードの活
性化による小胞体ストレスの上昇 49や p-145 c-ABLの核移行の増加 50などが原因であると考え
られている。IM の継続暴露によって生じる、mTORC1/ S6K1 シグナルの抑制による TKI 感受
性の増強もまた、同様のメカニズムによって誘導されると想定している。一般に、AMPK は細胞
内エネルギーセンサーとして機能し、エネルギー恒常性の制御因子として働くため 41、IM によ
る解糖系機能の抑制は細胞内エネルギーバランスを乱し、AMPK を活性化する可能性がある。
AMPK活性化はmTORC151やWnt/β-カテニンシグナル伝達 52が阻害され、ある種のがん細胞
に対して抗がん効果を発揮することが過去に報告されている。AMPKと TKI感受性との関連に
ついては現在ほとんど報告がないが、IM の継続的な曝露による AMPK の活性化は、上記の
細胞内シグナル伝達に影響を与えることによって TKI感受性が増強する可能性が考えられる。 
様々な分子シグナル伝達の阻害剤が抗がん活性を示すことは多くの研究者が報告している
53。本章では、ラパマイシンやメトホルミンによる細胞内エネルギー代謝関連分子シグナル伝達
の撹乱が TKI の抗がん効果を増強することを示した。 ラパマイシンおよび RAD001 などの
mTORC1 阻害剤は、TKI と組み合わせた場合に相乗的な抗がん効果を示し、メトホルミンおよ
びAICARなどのAMPK活性化剤は、BCR/ABL陽性白血病細胞に対して抗白血病効果を示
すことも報告されている 51。また、細胞内 ATP量が十分に低い場合、AMPK を活性化すると細
胞は死に至ることが知られており 54、TKIは細胞内エネルギーバランスを撹乱するポテンシャル
を持つため、メトホルミンによる AMPK 活性化が TKI と相乗的に作用し、抗がん効果を発揮す
る可能性は十分にある。さらに、メトホルミンはミトコンドリア複合体 Iを直接的または間接的に阻
害する 55。故に、メトホルミンは TKI の曝露時に生存を維持するための鍵であるミトコンドリア機
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能を阻害することによって、相乗的な抗がん効果を発揮する可能性がある。以上より、エネルギ
ー代謝関連シグナル伝達を撹乱する薬剤（ラパマイシン及びメトホルミン）併用というアプロー
チは、TKIをベースとした CML治療を効果的に実施するための有用な戦略となることが期待さ
れる。 
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Figure. 2-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 2-1. Continuous treatment with imatinib (IM) alters the activity of 2 key signaling 
molecules: p70 S6 kinase 1 (S6K1) and AMP‐activated protein kinase (AMPK).  
(A) and (B), Total cell lysates prepared from parental K562 and K562-IM3w cells were subjected 
to western blotting with (A) anti-phospho-S6K1, anti-S6K1, and anti-GAPDH antibodies, and 
with (B) anti-phospho-AMPKα, anti-AMPKα, and anti-GAPDH antibodies.  
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Figure. 2-2 
 
 
 
 
Figure. 2-2. Removal of IM from the culture medium returns IM-sensitivity, lactate production 
and intracellular signaling by K562-IM3w cells to the same level as those in parental K562 cells.  
(A) K562 cells cultured continuously in the presence of 0.1 µM IM for 3 weeks were then 
cultured with (K562-IM4w) or without (IM-removed K562-IM3w) 0.1 µM IM for 1 week. 
Parental K562, K562-IM4w, and IM-removed K562-IM3w cells were then treated with different 
concentrations of IM (0-20 µM) for 72 hours, and cell death was evaluated. *P < .05, **P < .01, 
and N.S, not significant, compared with parental K562 cells. (C) Amount of lactate released from 
parental K562, K562-IM4w, and IM-removed K562-IM3w cells was evaluated. *P < .05 and **P 
< .01. (C) Total cell lysates prepared from parental K562, K562-IM4w, and IM-removed 
K562-IM3w cells were subjected to western blotting with anti-phospho-BCR, anti-BCR, 
anti-phospho-S6K1, anti-S6K1, anti-phospho-AMPKα, anti-AMPKα, and anti-GAPDH 
antibodies.  
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Figure. 2-3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 2-3. Clinical data indicates that IM treatment tends to reduce expression of the gene 
encoding S6K1 and increase that of the gene encoding AMPK in CML patients treated with IM.  
(A) S6K1 and AMPKα mRNA expression in samples from 6 CML patients treated with IM for 7 
days (from the Bruennert et al.44 study) was examined. Open box represents “before therapy” and 
the hatched box represents “after therapy”. (B) Relative expression of mRNA encoding S6K1 
and AMPKα in parental K562 and K562-IM3w cells was evaluated. *P < .05 and **P < .01. 
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Figure. 2-4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 2-4. The activity of p70 S6 kinase 1 (S6K1) are inhibited by 1 nM or more rapamycin 
and those of AMP-activated protein kinase (AMPK) are activated by 0.5 mM or more metformin 
in CML cells. (A) and (B) Total cell lysates prepared from K562 cells (A), or KCL22 cells (B), 
treated for 48 h with the different concentrations of rapamycin (0–5 μM) were subjected to 
western blotting with anti-phospho-S6K1, anti-S6K1, and anti-GAPDH antibodies. (C) and (D) 
Total cell lysates prepared from K562 cells (C), or KCL22 cells (D), treated for 48 h with the 
different concentrations of metformin (0–8 mM) were subjected to western blotting with 
anti-phospho-AMPKα, anti-AMPKα and anti-GAPDH antibodies. 
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Figure. 2-5 
 
 
 
Figure. 2-5. Suppressing p70 S6 kinase 1 (S6K1) and activating AMP‐activated protein kinase 
(AMPK) increase the anti-cancer efficacy of tyrosine kinase inhibitors (TKI). (A) K562 or (B) 
KCL22 cells were preincubated with or without rapamycin (10 and 1 nM, respectively) and/or 
metformin (1 and 0.5 mM, respectively) for 48 hours, followed by exposure to TKI at the 
indicated concentrations for 72 hours. Cells were cotreated with (black bars) or without (white 
bars) chloroquine (CQ: 10 and 5 μM, respectively). Cell death was then evaluated. *P < .05 and 
**P < .01, compared with cells not treated with CQ. +P < .05 and ++P < .01, compared with cells 
not treated with rapamycin and metformin.  
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Figure. 2-6 
 
 
 
Figure. 2-6. Suppressing p70 S6 kinase 1 (S6K1) and activating AMP-activated protein kinase 
(AMPK) do not remarkably increase in sensitivity to classical anti-cancer agents. (A) and (B) 
K562 cells (A), or KCL22 cells (B), were pre-incubated for 48 h with or without rapamycin (10 
and 1 nM, respectively) and metformin (1 and 0.5 mM, respectively), and then exposed to the 
indicated concentrations of classical anti-cancer agents (methotrexate, cytarabine, cisplatin, and 
vincristine) for 72 h. Cell death was evaluated. **P < .01.  
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Figure. 2-7 
 
 
 
Figure. 2-7. Suppressing p70 S6 kinase 1 (S6K1) and activating AMP-activated protein kinase 
(AMPK) increase the anti-cancer efficacy of tyrosine kinase inhibitors (TKI) in K562-IM1e cells. 
(A) Parental K562 and K562-IM1e cells were treated with 1 μM IM for 72 h, and viability was 
evaluated. **P < .01 and N.S., not significant. (B) Parental K562 and K562-IM1e cells were 
preincubated for 48 hours with or without rapamycin (10 nM) and metformin (1 mM), followed 
by treatment with IM (0-20 μM) for 72 hours. Cell death was then evaluated. *P < .05 and **P 
< .01, compared with cells not treated with rapamycin and metformin. 
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Figure. 2-8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 2-8. Rapamycin and metformin increase cell death by inhibiting signaling pathways 
downstream of BCR/ABL. K562 cells were preincubated with or without rapamycin (10 nM) 
and/or metformin (1 mM) for 48 hours, followed by a combination of the following 2 agents for 
72 hours: STAT5 inhibitor (200 μM) plus LY294002 (50 μM); STAT5 inhibitor plus LY3009120 
(0.25 μM); or LY294002 plus LY3009120. Cell death was then evaluated. **P < .01 
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Figure. 2-9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 2-9. Suppressing p70 S6 kinase 1 and activating AMP-activated protein kinase (AMPK) 
in BCR/ABL-introduced Ba/F3 cells increase the anti-cancer efficacy of imatinib (IM). (A) Total 
cell lysates prepared from Ba/F3-BCR/ABL, Ba/F3, or K562 cells were subjected to western 
blotting with anti-phospho-BCR, anti-BCR, and anti-GAPDH antibodies. (B) Death rate of 
Ba/F3-BCR/ABL and Ba/F3 cells cultured for the indicated periods in medium with or without 
10 ng/mL interleukin-3 (IL-3) was evaluated. (C) Viable Ba/F3-BCR/ABL and Ba/F3 cells were 
treated with different concentrations of IM (0-2 μM) for 72 hours. Cell death was then evaluated. 
(D) Ba/F3-BCR/ABL cells were preincubated with or without rapamycin (10 nM) and/or 
metformin (1 mM) for 48 hours, followed by exposure to IM (0.7 μM) for 72 hours. Cell death 
was then evaluated. **P < .01 
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結論と今後の展望 
本研究において、我々は①CML 細胞に対する IM の継続曝露初期において、TKI 感受性
が増強するタイミングが存在すること②TKI 感受性が増強した CML 細胞は細胞内エネルギー
代謝がダイナミックに変動していること③TKI 感受性増強は mTORC1/S6K1 シグナルの抑制と
AMPK の活性化などの細胞内エネルギー代謝を制御する細胞内分子シグナル伝達の撹乱に
起因する可能性が高いことを見出した。 
我が国において、IM は分子遺伝学的効果達成率や一部の副作用発現が血中濃度と相関
することから、2012 年より TDM 対象薬に加わった。加えて、TKIは全般に薬価が高く、長期間
の服用が必要なことから、アドヒアランスの低下が問題となっている。さらに、CML 治療におい
て、第 3世代のTKIであるボスチニブやポナチニブに対して治療抵抗性を獲得した場合、我が
国では代替えとなる薬剤が未だ存在しないため、投与量の増量もしくは造血幹細胞移植に踏
み切ることになる。これらの問題を解消するために、TKI 治療は低濃度で最適な効果を得ること
が重要となる。mTORC1 阻害薬であるシロリムスや糖尿病治療薬であるメトホルミン、CQ の類
似薬であるハイドロキシクロロキンは、既にがん以外の分野で臨床応用されており、米国におい
て、がん治療にオートファジー阻害剤を併用するという臨床試験も進んでいる。 
本研究より、エネルギー代謝関連シグナル伝達を撹乱する既存薬の併用による CML 治療
の可能性（つまりドラッグ・リポジショニング）、さらに TKI 治療におけるオートファジー阻害剤の
併用が、CML 治療において新たな戦略として期待できることが示唆された。本研究成果が
CML 治療を大きく展開していくと期待し、引き続きがんエネルギー代謝と抗がん剤感受性の関
連、さらには薬剤耐性機構の検討を進めていく。今後、動物実験を通じて本研究コンセプトを
53 
 
検証し、臨床における有用性の評価を実施していく予定である。 
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実験の部 
試薬 
本研究で用いた主な試薬を以下に示す。塩類など一般的な試薬はここでは記載しない。また、
下記記載及びその他の試薬は全て特級あるいは生化学用、細胞培養試薬を用いた。 
IM （Phoenix Pharmaceuticals, Belmont, CA, USA） 
2-deoxy-D-glucose （Wako, Osaka, Japan） 
Methotrexate （Wako, Osaka, Japan） 
Cisplatin （Sigma, St Louis, MO, USA） 
CQ （Sigma, St Louis, MO, USA） 
Oligomycin （Sigma, St. Louis, MO, USA） 
Cytarabine （LKT Laboratories, St Paul, MN, USA） 
Metformin hydrochloride （LKT Laboratories, St Paul, MN, USA） 
Vincristine sulfate （LKT Laboratories, St Paul, MN, USA） 
Ponatinib （Adooq Bioscience, Irvine, CA, USA） 
Rapamycin （Adooq Bioscience, Irvine, CA, USA） 
Dasatinib （Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA） 
Nilotinib （Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA） 
Bosutinib （KareBay Biochem, Ningbo, China） 
STAT5 inhibitor （Calbiochem, San Diego, CA, USA） 
LY294002 （LC Laboratories, Woburn, MA, USA） 
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LY3900120 （Medchem Express, Princeton, NJ, USA） 
 
 
細胞培養 
K562及び Ba/F3細胞は、RIKEN Cell Bank （Tsukuba, Japan）より購入し、10% fetal bovine 
serum （FBS: Life Technologies, Grand Island, NY, USA）及び antibiotics （Nacalai Tesque, 
Kyoto, Japan）を添加した RPMI 1640 培地（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）にて培養した。
BCR/ABL遺伝子導入前のBa/F3細胞は同条件に加え、IL-3（Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA） 
10 ng/mLを添加し培養した。KCL22細胞は JCRB Cell Bank（Osaka, Japan）より購入し、20% 
FBS及び antibioticsを添加したRPMI 1640 培地にて培養した。1 µM IMを培地中に添加した
条件で生育可能な K562細胞（K562-IM1e細胞: “e”は”exposed”の意）は過去の報告を参考と
し 23、以下の方法で樹立した。最初に、K562細胞を 0.1 µM IM含有条件下で培養を開始し、
6-8週ごとに 0.1-0.2 µMずつ濃度を上げていった。1 µM IMで増殖抑制がないことを確認し、
K562-IM1e細胞とした。K562-IM1e細胞は 10% FBS、antibiotics及び 1 µM IMを添加した
RPMI 1640 培地にて培養した。細胞培養は 5%CO2を含む 37℃インキュベーター内で行っ
た。 
 
 
発現ベクターの構築、遺伝子導入及びライブセルイメージング 
以前に当研究室で構築された pAcGFP-LC3プラスミド 27を K562細胞に
LipofectamineTM2000（Life Technologies, Grand Island, NY, USA）を用いて推奨プロトコールに
56 
 
従い、一過性導入した。48時間後、pAcGFP-LC3プラスミドを一過性導入した K562細胞を 1 
µM LysoTracker Red（Life Technologies, Grand Island, NY, USA）を添加した培地中で 37℃、1
時間インキュベートした。画像は Carl Zeiss LSM700 レーザー走査共焦点顕微鏡（Prenzlauer, 
Berlin, Germany）にて取得した。 
K562細胞由来の cDNAを鋳型とした PCRにてヒト BCR/ABL遺伝子を増幅し、クローニン
グを行い、pAcGFP-C1プラスミド（Clontech, Palo, Alto, CA, USA）に挿入した。作成した
GFP-BCR/ABLプラスミドを Ba/F3細胞に NEPA21 apparatus (NEPAGENE, Chiba, Japan)を用
いてエレクトロポレーションを行い、遺伝子導入した。48時間後、細胞培養液中から IL-3を除
去し、BCR/ABL遺伝子が導入された Ba/F3細胞をセレクションし、恒常発現細胞
（Ba/F3-BCR/ABL細胞）を樹立した。 
 
 
フローサイトメーターによる死細胞の検出 
各種試薬処理後に回収された細胞を、死細胞と生細胞に区別するために Zombie NIR™ 
Fixable Viability kit (BioLegend, San Diego, CA, USA) を推奨プロトコールに従って染色を行
い、EC800 cell analyzer (SONY, Tokyo, Japan) を用いてデータを取得した。 
 
 
乳酸産生量の定量 
過去の報告を参考とし 27、以下の方法で細胞から細胞培養液中に放出された乳酸量を測定
した。各種種試薬を 24時間処置した細胞の細胞培養液を回収し、過塩素酸で除タンパク処理
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を施し、0.1 N水酸化カリウムを加えて pHを中性付近に調整した。その上清を回収し、ニコチン
アミドアデニンジヌクレオチドとグルタミン酸ピルビン酸変換酵素 (Roche, Mannheim, Germany)
を加えた。その後、乳酸脱水素酵素 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan) を加
え酵素反応を開始し、37°C、30分間インキュベーションした。定量は 340 nm波長の吸光度を
FilterMax multimode microplate reader （Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA） を用いて
測定、算出した。 
 
 
BCA タンパク定量 
タンパク定量は Pierce BCA Protein Assay Kit （Thermo Fisher Scientific, Hanover Park, IL, 
USA）により行った。各サンプルに対し、Kitの Reagent A と Reagent B を 50：1の割合で混合し
た反応液を加え、1分間攪拌した後、37°C、30分間インキュベーションした。その後、340 nm波
長の吸光度を測定し、タンパク量を算出した。 
 
 
細胞内 BrdU取り込み試験 
 細胞増殖能を評価するために、0.1 µM IMを継続的に曝露した K562細胞（0-4週間）に対し
て 10 μM BrdU (Tokyo Chemical Industry Co., Tokyo, Japan)を添加し 37°C 、1時間インキュベ
ートした。BrdU取り込み陽性細胞の割合は EC800 cell analyzerにて検出した。 
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RNA抽出と定量 PCR 
RNA-Solv™ reagent (Omega Bio-tek, Inc., Norcross, GA) を用いて、K562細胞から全 RNA
を抽出した。全RNA (1 μg) を逆転写し、全RNAの 20 ng に相当する cDNAをヌクレアーゼフ
リー水と THUNDERBIRD™ quantitative real-time PCR mix (Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan) 
で処理した後、LightCycler™ Nano Real-Time PCR System (Roche Diagnostics K.K., Tokyo, 
Japan) を用いて定量 PCRを行った。定量 PCRは 95°C 1分(activation)、95°C 、15秒を 40サ
イクル(変性)、55°C 15 s (アニーリング)、72°C 30秒 (伸長反応) の条件下で実施した。プライ
マーの配列は以下の通りである。相対的な mRNA発現量は LightCycler™ Nano Real-Time 
PCR Softwareで解析し、18s-ribosomal RNAの mRNA量で補正した。 
 
定量 PCRで用いたプライマー 
Hexokinase 2  
Forward: 5′-ACAGGTGCTCTCAAGCCCTAAG-3′ 
Reverse: 5′-CGAGGCCGCCATCTCAGAGCGG-3′ 
LDHA  
Forward: 5′-GGAGATCCATCATCTCTCC-3′ 
Reverse: 5′-GGCCTGTGCCATCAGTATCT-3′ 
S6K1 
 Forward: 5´-CCTGAAGCCGGAGAATATCA-3 
Reverse: 5´-AAACTCCACCAATCCACAGC-3´ 
AMPKα1 
 Forward: 5´-AACCATGATTGATGATGAAGCCT-3´ 
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Reverse: 5´-GGTGTTTCAGCAACCAAGAATG-3´ 
18s ribosomal RNA 
Forward: 5′-CGCCGCTAGAGGTGAAATTC-3′ 
Reverse: 5´- TTGGCAAATGCTTTCGCTC-3´ 
 
 
ウエスタンブロッティング 
細胞は可溶化バッファー（phosphate-buffered saline（PBS: pH 7.4）, 1% Triton X-100, protease 
inhibitor cocktail （Roche, Mannheim, Germany） , phosphatase inhibitor cocktail （Roche, 
Mannheim, Germany））にて可溶化した。この細胞可溶化液に対して、以下の方法でウエスタン
ブロッティングを行った。各サンプルをタンパク量に応じて SDS polyacrylamidegel 
electrophoresis （SDS-PAGE）ゲルにローディングし、polyvinylidene difluoride membranes 
（Merck Millipore, Berlin, Germany）メンブレンに転写した。メンブレンを 5 %BSAを用いてブロ
ッキングした後、推奨プロトコールに従って、以下のいずれかを一次抗体（Cell Signaling 
Technologies, Beverly, MA, USA）としてウエスタンブロッティングを行った。 
 
一次抗体（全て Cell Signaling Technologies, Beverly, MA, USA） 
BCR 
p-BCR（T177） 
HIF-1α 
p70S6K 
p-p70S6K（T389） 
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AMPKα 
p-AMPKα（T172） 
GAPDH 
 
次いで、 horseradish peroxidase （HRP ） -labeled donkey anti-rabbit IgG （ Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）を二次抗体として用いてウエスタンを行った。その後、
HRPの酵素活性を ECL prime detection reagent （GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）を用
いて検出した。 
 
 
透過型電子顕微鏡による細胞内の観察 
 過去の報告を参考とし 56-58、以下の方法で透過型電子顕微鏡によって細胞内を観察した。
K562細胞の培養液中に最終濃度 2.5%のグルタルアルデヒドを加え、24時間氷上で固定処理
を行った。グルタルアルデヒドで固定されたサンプルを 2枚の銅片で挟み、液体プロパン、液体
窒素、2％四酸化オスミウムを含むアセトンを用いて 2日間、-80°C下で凍結置換した。最後に、
試料をエポキシ樹脂に埋め込み、超薄切片（70nm厚）を作成し、酢酸ウラニルおよびクエン酸
鉛で染色した後、JEM-1400電子顕微鏡（JEOL、Tokyo、Japan）を用いて 2500-10000倍の倍率
で観察した。 
 
 
ミトコンドリア膜電位の評価 
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ミトコンドリアの膜電位を評価するために K562細胞を 500 nM MitoTracker Orange （Life 
Technologies, Grand Island, NY, USA）を、細胞核を染色するために 500 nM Hoechst 33342 
（Invitrogen, Tokyo, Japan）を FBS無添加の RPMI 1640 培地に添加し、37°C 、30分インキュ
ベートした。染色後、蛍光顕微鏡（BZ-700, Keyence, Osaka, Japan）にて画像を取得し、BZ-X 
analyzer（BZ-700, Keyence, Osaka, Japan）を用いて解析を行った。 
 
 
細胞内 ROS蓄積量の評価 
 細胞内 ROS蓄積量は ROS-Glo™ H2O2 Assay Kit（Promega, Madison, WI, USA）を用いて、
推奨プロトコールに従い測定した。 
 
 
統計解析 
 すべてのデータは平均値±標準偏差で示されている。特記がない限りは 3つの独立した実験
を行っている。統計解析は t検定又は多重解析の後、Bonferroni解析を行った。  
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